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【要旨】非小細胞肺癌（NSCLC）の術後補助化学療法は病理病期II期以上の症例で白金製剤を中心とした
化学療法が行われることが多いが、5年生存率の上積みは5～15％程度に過ぎない。以前私達はreticulocalbin
（RCN：カルシウム結合性タンパク質）が術後補助化学療法の効果判定に有効なバイオマーカーであること
を報告した。この分子を認識する抗体をホルマリン固定標本に適応し、術後補助化学療法の有効性を判定可
能か検討した。1986年～1999年に東京医大病院外科で切除されたNSCLC　2，029例の内病理病期III　A期、
IIIB期は523症例で、その内白金製剤を中心とした補助化学療法を2コース以上行った83例（25～79歳、平
均61歳）を解析した。RCNの染色性は（一）、（±）、（＋）の3段階に分類した。（一）は36例、（±）は14例、
（＋）は33例であり、（一）を陰性症例とし、それ以外を陽性症例として判定した。5年生存率（overall　sur－
vival）は前者で30．6％、後者で36．2％であり、両群雨で統計学的有意差を認めた（ρ＝0．O19）。また組織型、分
化度、RCN、　T因子、リンパ節転移数で多変量解析を行ったところRCNの発現の有無が最も有意な予後因
子であった（p＝O．O16）。ホルマリン固定標本を用いた場合でも術後補助化学療法の効果判定にRCNの発現
評価は有効と考える。
はじめに
　非小細胞肺癌の術後補助化学療法に対する考え方
は2004年以降大きく変更された。1990年代白金製剤
を中心とした補助化学療法は無効とする考え方が支
配的であった。1995年に示されたメタアナリシスでは
完全切除後のCDDPを中心とした術後補助化学療法
は5年生存率を約5％上昇させるものの、有意な差で
はないとして従来の術後補助化学療法は無効とする
考え方に変更はなかった1）2）。2004年に米国癌治療学会
（ASCO）で非小細胞肺癌に対する術後補助化学療法
の有効性を示唆する報告以降、術後補助化学療法を支
持する報告が続き3－8）、術後病理病期でIB期の腺癌に
はウラシル・テガフールの経口投与9）、IIIA期までの非
小細胞腺癌症例、特にII期以上の症例では白金製剤を
中心とした化学療法が行われる機会が増してい
る7）10）11）Q
　しかしながらいずれの報告でも術後補助化学療法
による5年生存率の上積みは5～15％程度に過ぎず、
85～95％の症例は術後補助化学療法によって得られ
る利益はほとんどない。そしてその多くは術後の補助
化学療法の効果が得られないだけでなくその副作用
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と経済的な負担を強いるだけである。
　術後補助化学療法によって利益が得られる患者グ
ループを高い確率で推測し、そのグループのみに効果
的な術後補助化学療法を行うことが個別化医療とい
う観点から求められている。以前私達は白金製剤を中
心とした補助化学療法の有効な患者群を推測するの
に有効なバイオマーカーとして2次元電気泳動法に
よるプロテオーム解析によりreticulocalbin（RCN）と
いうカルシウム結合性タンパク質を検出・同定し、こ
の抗体を用いた免疫組織染色による評価の有用性に
ついて報告した12）。しかしながらこの抗体は前処理な
しではホルマリン固定標本に利用できず、実際の臨床
医療にすぐに応用することが困難であった。日常汎用
されるホルマリン固定標本と反応し、日常診療に供さ
れている病理標本に利用できるようにすることが必
要である。
　本研究ではホルマリン固定標本を前処理すること
で、術後のホルマリン固定パラフィン包埋標本と作製
した抗RCN抗体が反応するようにし、免疫組織化学
染色で非小細胞肺癌の術後補助化学療法有効症例を
選別可能にする方法を日常診療の場において確立す
ることを目的とした。
Table　l　Patient’s　characteristics
Number　of　cases
Age　（Mean）
Male：Female
Histopathological　types
　Ad
　SqCC
　LCC
　AdSq
Pathological　stage
　Stage　IIIA
　Stage　IIIB
　83　cases
25－79　（60．6）
　　54：　29
57　cases
14　cases
10　cases
2　cases
研究材料および方法
81　cases
2　cases
　【肺癌外科切除材料のホルマリン固定パラフィン包
　埋標本】
　1986年～1999年の問に、東京医科大学病院呼吸器
外科において外科的切除された非小細胞肺癌2，029例
のうち、術後病理病期IIIAおよびIIIB期は523症例
であった。その内、白金製剤であるCDDPもしくは
CBDCAを中心とした術後補助化学療法を2コース
以上行ったことが確認できた症例は95症例であり、
さらに本研究用に標本作成が可能であった83例（25
～79歳、平均61歳）を対象とし解析した（Table　l）。
　解析用検体には切除後ただちに10％の中性緩衝ホ
ルマリンで固定、通常のごとくパラフィン包理され、
室温で保存されていた組織標本ブロックが用いられ、
4μmの薄切標本が作製された。
　【抗RCN抗体を用いた免疫組織化学染色】
　4μmの肺癌組織薄切標本はキシレンにて脱パラ
フィンを行った後、100％エタノールにて脱キシレン、
70％エタノール、50％エタノールにて親水化を行い流
水下にて水洗した。その後室温で0．3％過酸化水素加
メタノールにて30分間内因性ペルオキシダーゼを阻
Adenocarcinoma：Ad，　Large　cell　carcinoma：
LCC，　Squamous　cell　carcinoma：　SqCC，　Adenos－
quamous　cell　carcinoma：　ADSq
害し、10mMクエン酸緩衝液（pH　6．0）に浸した状態
でオートクレーブ（121℃／1気圧）にて10分問加熱
処理した後、徐々に室温に戻した。引き続き10分問ブ
ロッキング処理を行った。ブロッキング溶液は2％正
常ブタ血清（NSS、フナコシ）／Phosphate　Buffered
Saline（PBS）を使用した。一次抗体は以前に作成した
抗RCNマウスモノクローナル抗体（1：1，㎜希釈に
て使用、clone　6A　l，IBL，藤岡）を使用しover　nightで
反応させた。PBSにて5分間3回洗浄し、二次抗体は
ビオチン化野マウスlgG（1：200希釈にて使用、
Vector　Laboratories　rNC，　Ca，　USA）を用い室温で30
分間反応させた。PBSにて5分間3回洗浄後アビジ
ン・ビオチン・ペルオキシダーゼ（ABC　Kit，　Vector
Laboratories，　Burlingame，　USA）にて室温で30分間反
応させ、PBSにて5分間3回洗浄した。発色は3’3－
diamino－benzidine　tetrahydro－chloride（DAB）と100
μ1の過酸化水素水を加えて、顕微鏡下で発色状態を確
認しながら室温で反応させた。流水にて5分間水洗後
ヘマトキシリンにて核染色を行い脱水、透徹、封入し
た。
　【免疫組織化学染色の評価】
　細胞質が染色される細胞を陽性細胞と評価し、腫瘍
細胞の陽性細胞数が全腫瘍細胞数10％未満の症例を
（一）、陽性細胞数が10％以上だが染色強度が弱い症例
を（±）、陽性細胞数が10％以上で染色強度が強い症
例を（＋）と判定した。
　【統計学的処理】
　生存率はKaplan－Meyer法により表した生存曲線
についてlog　rank法にて検定した。予後因子の解析に
はCox比例ハザードモデルによる多変量解析を行っ
（2）
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Table　2　lmmunohistochemical　reactivity　of　RCN　in　nonLsmall－cell　lung　cancer
No．　of　cases （一） （±） （＋）
Non－small－cell－lung　ca
Adenocarcinoma
　W／D　Ad
　M／D　Ad
　P／D　Ad
Squamous　cell　ca
　W／D　SqCC
　M／D　SqCC
　P／D　SqCC
Large　cell　ca
Adenosquamous　cell　ca
83
57
13
28
16
14
1
8
5
10
2
36　（　43．40／o）　14　（　16．9％）
21　（　36．8％）
7　（　53．8％）
10　（　35．7％）
4　（　25．0％）
6　（　42．9％）
o（　o．o％）
4　（　50．0％）
2　（　40．0％）
7　（　70．0％）
2　（100D％）
8　（　14．0％）
1（　7．70ro）
6　（　21．490）
1（　6．3％）
4　（　28．60／o）
1　（100．0％）
1　（　12．5％）
2　（　40．oo／，）
2　（　20．oo／，）
o（　o．o％）
33　（39．8％）
28　（49．1％）
5　（38．5％）
12　（42．9％）
11　（68．8Yo）
4　（28．690）
o　（　o．oo／，）
3　（37．50／o）
1　（20．0％）
1　（10．0％）
o　（　o．o％）
ca：　carcinoma，　Ad：　adenocarcinoma，　Sqcc：　squamous　cell　carcinoma，　W／D：　Well
differentiated，　M／D：　Modelately　differentiated，　P／D：　Poorly　differentiated
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Fig．1　lmmunohistochemical　reactivity　of　anti－RCN　（clone　6A　l）　antibody　in　formalin－fixed　paraflin－embedded　specimens
　　　（×200）．　RCN　（十）　cases　showed　strong　positivity　in　the　cytoplasm．　ln　RCN　（±）　cases　cytoplasm　with　weakly
　　　positive　staining　was　observed　in　more　than　100／o　of　cancerous　cells．　ln　RCN　（一）　cases　no　stainability　was　recognized
　　　in　the　nucleus　or　cytoplasm．
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た。何れもp値が0．05未満を有意とした。両者とも統
計ソフトにはSPSS　version　l5を使用した。
結 果
　RCNはその染色強度で（一）、（±）、（十）の3段階に
分類した。（一）は36例、（±）は14例、（＋）は33例
であり（Table　2）それぞれの代表例を（Fig．1）に示
す。（一）を陰性症例とし、それ以外を陽性症例として
判定した。83例の5年生存率（overall　survival）は
33．7％で、無効例では30．6％、有効例では36．2％（p＝
o．O19）であった（Fig，2）。また組織型、組織学的分化
度、RCN発現、　T因子（T　l、　T2、　T3＋T4）、リンパ節
転移数（1個以下、2個以上）で多変量解析を行ったと
ころ（Table　3）RCNの発現の有無が最も有意な予後
因子であったψ＝O．OI6）。
考 察
　非小細胞肺癌の術後補助化学療法は長年白金製剤
を中心とした2剤併用療法を中心に施行されてき
た1）2）。しかし、日本人では術後の体力低下や術後痺痛
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Fig．2　Kaplan－Meier　curves　for　overall　survival　from　complete
　　　resection　in　pathological　stage　IIIA　and　IIIB　NSCLC
　　　cases　with　postoperative　adj　uvant　chemotherapy　using
　　　platinum．　Evaluation　of　both　survival　curves　using　the
　　　Log　rank　test　showed　a　statistically　significant　difference
　　　between　cases　with　RCN　（十）　and　those　with　RCN　（一）
　　　（p＝O．019）
が残る中で量的にも回数的にも充分に補助化学療法
を施行することは必ずしも容易なことではなかった。
最近まで明確なエビデンスなしにこのような苦痛を
伴う術後補助化学療法を強いることはできず、中途半
端な施行状況が続く結果となっていた。2004年以降に
術後補助化学療法の有効性を示唆する報告が行われ
ると3－8）、その後のメタアナリシスでも有効性を示す
報告が続いた13－17）。
　術後補助化学療法を施行した症例は化学療法の効
果と予後から4群に分類できる。術後補助化学療法に
よって影響を受けない症例は、術後補助化学療法の有
無に関わらず5年生存が得られる症例群（A群）と術
後補助化学療法の有無に関わらず5年生存が得られ
ない症例群（B群）そして、術後補助化学療法によっ
て影響を受ける症例は本来5年生存が得られない症
例が術後補助化学療法によって5年生存が得られる
ようになる症例群（C群：術後補助化学療法の恩恵
を受けた症例）および術後補助化学療法によって本
来5年生存するはずの症例が術後補助化学療法に
よって5年生存が得られなくなった症例群（D群：
化学療法死など化学療法の悪影響を被る症例）の4
群である。術後補助化学療法を行った場合と行わな
かった場合の5年生存率の差（術後補助化学療法に
よる5年生存率の上積み症例の割合）は（C群の割
合）一（D群の割合）で示すことができるが、治療方法
及び安全性が確立されたものでありD群の割合が極
めて少ないと仮定すると術後化学療法による5年生
存率の上積み効果はC群の割合と考えることができ
る。C群に入る症例をできるだけ確実に化学療法施行
前に予測できる、すなわち5年生存率の上積み症例を
予測できるバイオマーカーが求められる理想のバイ
オマーカーである。
　RCNは肺癌培養株のCDDP耐性株とその親株と
の発現タンパク質の2次元電気泳動法による発現比
較解析によって検出・同定されたタンパク質であり、
この蛋白質の発現低下がCDDPに対する薬剤耐性と
Table　3　Multivariable　analysis　for　clinicopaththlogic　factors
Hazard　ratio 95％　C．1 P－value
Histological　type
Histological　differentiation
T　factor
LN　st
RCN
O．832517
1．190864
1．376558
1．063665
2．062901
O．506466－1．357423
0．816219－1．757123
0．907124－2．086195
0．598343－1．889633
1．143952－3．715579
O．4631
0． 675
0．1325
0．8325
0．0164
LN　st：　Lymph　node　station
（4）
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関わりがあると判断された12）。RCNは細胞質内の粗
面小胞体に存在するカルシウム結合タンパク質とし
て知られ、近年の私達の作成した抗体を用いた他施設
からの報告ではRCNは多くの器官で発現しているこ
とが示されたが18）、その生理作用に関しては充分には
解明されていない19－25）。私達は以前このタンパク質に
対するマウスモノクローナル抗体を作製し、術後切除
材料のアセトン固定パラフィン包埋標本を用いた評
価を行った。術後補助化学療法未施行例ではRCNの
発現と予後との関係に差は認められなかったが、白金
製剤を中心とした術後補助化学療法を施行した場合
発現症例では発現低下症例に比較し有意に予後良好
であった12）。このことからRCNの発現の評価は術後
白金製剤を中心とした術後補助化学療法選択の指標
として有効と考えた。しかしながら、未処理のホルマ
リン固定標本にこの抗体が反応しないことから日常
診療には簡単には応用できなかった。
　ホルマリン固定パラフィン包埋標本は蛋白質のア
ミノ野面に架橋形成し、抗体のエピトープとの抗原抗
体反応を阻害する。標本に熱処理を加えることで抗原
性を回復させる方法が広く知られており、電子レンジ
処理あるいはオートクレーブでの処理方法がよく用
いられている26）27）。私達はオートクレーブによる方法
を用いて抗RNC抗体に対する抗原性を回復させるこ
とを試みた。熱処理により抗原性を復活させることが
可能なことは比較的容易に示されたが、その染色性が
安定せず、条件を変えながら試行を繰り返した。Figure
lに示す様に染色性はやや弱いものの腫瘍組織内の問
質との鑑別がつきやすい条件（熱玄理時間及び1次
抗体の濃度）で前処理を行う方が陽性・陰性の判定も
しゃすく、またこの基準に基づいて判定を行ったとき
最もアセトン固定標本での結果と類似した結果が得
られたことから、この条件での免疫組織化学染色によ
る判定を行った。
　このRCNの発現は術後病理病期III期非小細胞肺
癌症例において組織型・病理組織学的分化度・T因子・
リンパ節転移陽性リンパ忌数28－31）のどの因子よりも
生存に寄与しているとの多変量解析の結果も得られ
た。しかしながらRCNの単独発現に基づくIII期非
小細胞肺癌の術後補助化学療法後の5年生存率は約
36．9％に過ぎないことから、RCN単独で術後補助化学
療法選択のバイオマーカーとするにはいまだ充分と
はいえない。
　今回の解析はretrospectiveな解析であり、1999年ま
でに手術が施行された症例であることから、今回の解
析対象としたほとんどの症例で2コースの化学療法
で終了している。術後補助化学療法は何コース行うの
が最良であるのかは議論の余地のあるところと思わ
れるが、多くの症例は術後の体力低下で2コース以上
の化学療法が施行できなかった症例である。術後補助
化学療法が生存向上に強く寄与することが積極的に
証明できる群を特定できるバイオマーカーの確立は、
術後補助化学療法の施行で良い結果が予測できるグ
ループに対してであればさらに積極的な補助化学療
法施行を進める根拠を示すことができ、術後の補助療
法の個別化に大きく貢献するものと考えている。真の
個別化治療の確立は従来の臨床試験による大規模調
査によって得られた結果に基づき、より大多数の症例
に効果が上がる薬物治療を選択していく治療戦略か
ら、その症例個々に最も効果的な薬剤を選択し効率的
な医療を追求することである。医療にかけられる財源
が抑制され、効果的な医療資源の投下が求められてい
るのと同時に投与の必要性のない患者個人に身体的
不利益を被らせることのない様、個別化医療への期待
はますます増大する。癌の個別化医療実現に向けその
為のバイオマーカー検索は今後更に重要性を増すと
考えられる。
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Evaluation　of　the　biomarker　reticulocalbin　in　measuring　the
　　　　　　eMcacy　of　postoperative　adj　uvant　chemotherapy　in
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　non－small－cell－lung　cancer
　　　Hiroaki　KATABA，　Takashi　HIRANO，　Yunb　GONG，
　　　　　Ran　GUO，　Junichi　MAEDA，　Masakazu　KOJIKA，
Norio　NAKAZIMA，　Takefumi　OIKAWA，　Tatsuo　OHIRA，
　　　　　　　　　　　Masahiro　TSUBOI，　Harubumi　KATO
First　Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　Postoperative　adjuvant　chemotherapy　（PAC）　based　on　platinum　is　frequently　performed　for　patients　with　pathological
stage　II　and　III　non－small－cell　lung　cancer　（NSCLC）．　However，　patients　with　complete　resection　who　received　platinum－
based　chemotherapy　had　only　5　to　20％　better　5－year　survival　than　those　with　surgical　resection　alone．　Previously，　we　reported
reticulocalbin　（RCN）　to　be　a　usefu1　biomarker　for　the　prediction　of　the　effectiveness　of　platinum－based　PAC．　ln　the　present
study，　we　attempted　to　apply　anti－RCN　monoclonal　antibody　（MoAb）　to　formalin－fixed　paraffin－embedded　specimens　of
NSCLC，　and　re－evaluated　the　possibility　to　predict　the　effLcacy　of　PAC　using　RCN．　We　surgically　resected　2，029　cases　of
Iung　cancer　between　1986　and　1999　at　Tokyo　Medical　University，　and　523　of　these　were　diagnosed　as　pathological　stage　IIIA
or　IIIB．　Of　these，　we　investigated　83　patients　（age：　25－79　years；　average：　61　years）　who　underwent　at　least　2　courses　of
platinum－based　PAC．　We　classified　immunohistochemical　reactivity　into　three　grades　（negative　（一）：　36　cases，　intermediate
（±）：　14　cases，　and　positive　（十）：　33　cases）　according　to　our　criteria．　RCN　（一）　was　considered　to　indicate　negaive　cases
and　RCN　（±）　and　（十）　to　indicate　positive　cases．　We　recognized　statistically　significant　differences　between　cases　with
reduced　expression　and　those　with　normal　expression　of　RCN　（5－year　overall　survival：　reduced　RCN　expression：　30．60／o；
normal　RCN　expression：　36．20／o；p＝O．019）．　ln　addition，　according　to　multivariate　analysis　using　histological　types，
histological　differentiation，　T　factor，　number　of　metastatic　lymph　nodes，　and　RCN“expression，　RCN－expression　was　the　most
significant　prognostic　factor　（p＝O．016）．　Even　with　formalinufixed　materials，　RCN　is　usefu1　for　the　prediction　of　the　efficacy
of　PAC．
〈Key　words＞　Reticulocarbin，　Biomarker　for　Postoperative　Adjuvant　Chemotherapy，　Non－Small－Cell　Lung　Cancer，
　　　　　　　　　　　　Individualized　medicine
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